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Foreliggende oppfinnelse vedrorer muteiner av granulozyttsti- 
mulerende faktorer G-CSF i sekvensen 

50 51 52 53 54 55 56 

5 Leu-Gly-His-Ser-Leu-Gly-Ile i posisjon 50 til 56 av moden 
G-CSF med 177 aminosyrer hhv. i posisjon 53 til 59 av moden 
G-CSF med 177 aminosyrer eller/og minst en av 4 His-rester i 
poslsjon 43, 79, 156 og 170 av moden G-CSF med 174 amino- 
syrer, hhv. ved poslsjon 46, 82, 159 eller 173 av moden G-CSF 

10 med 177 aminosyrer. 

Lymfokiner . er involvert ved modning av blodceller. De 
stinmlerer modningen av benmargs-stamceller fra udifferen- 
sierte celler. G-CSF blir syntetisert av aktiverte monozyt- 
15 ter, makrofager samt fra en rekke andre cellelinjer. 

G-CSF hie renset til homogenitet fra cellekultursupernatanter 
fra menneskelig blaerekarzinomcellelinje 5637 (Welte et al . , 
Proc. Natl. Acad. Sci 82 (1985), 1526). Sekvensen til cDNA 

20 kodende for nativt G-CSF er beskrevet av Sunza et al.. 
Science 232 (1986), 61. Det eksisterer, pa grunn av alterna- 
tive splelsinger i andre intron, to naturlig forekommende 
former av G-CSF med 204 hhv. 207 aminosyrer, der de farste 30 
utgjar et signalpeptid ( Lymphokiner , IRL Press, Oxford, 

25 Washington D.C., Herausgeber D. Male og C. Rickwood). Det 
modne proteinet har en molekylvekt pa ca. 19,6 kD og har 5 
cysteinrester som kan danne inter- hhv. intramolekylaere 
disulfldbroer . Bindingsstudier har vist at G-CSF bindes til 
neutrofile granulozytter . Ingen, eller bare liten, binding 

50 blir oppdaget av erytroider, lymfoider, eosinofile cellelin- 
jer samt ved makrofager. G-CSF-reseptoren bestar av en 
eneste peptidkjede med en molekylvekt pa 150 kD (Nicola, 
Immunol. Today 8 (1987), 134). Antallet reseptorer pr. celle 
avhenger generelt av modningen av cellen, og kan utgjore noen 

55 100 pr. celle. Man gar ut fra at lymfokinreseptorene bestar 
av en ekstracellulaer domene som binder ligandene, en hydrofob 
transmembranregion og en intracellular domene. Binding av 
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lymfokiner pa deres reseptor kan bevlrke syntes av cykliske 
nukleotider , hydrolys av fosfatidyl inositol 4 , 5-bisfosf at , 
samt aktivering av proteinkinase C og forhGying av det 
intracellular kalsiumspeil t. Hvordan disse forloperne 
pavirker stoffskiftet til cellen er av stor interesse, men 
forstas bare i liten grad. Et ytterligere resultat av 
bindingen av en ligand pa sin reseptor, kan vaere en vandring 
av reseptor ligandkomplekset inn 1 det lndre av cellen 
gjennom en reseptor avhengig endozytose. Denne internal i- 
sereingen er ogsa tydelige i lymfokiner (f.eks. G-CSF), men 
konsekvensen av stoffskiftet til cellen forstas derlmot ikke. 

Pa gmnn av at G-CSF er i stand til a ake populasjomen av 
neutrofile granulozytter i lcipet av kort frist, kan G-SCF 
anvendes innen mange forskjellige terapeutiske anvendelses- 
omrader. G-CSF kan dermed f.eks. etter kjemoterapi ifolge 
Krebs, der cellene i immunsystemet blir adelagt, bli tilsatt. 
Videre kan man anvende G-CSF ved benmargstransplantasjoner 
ved store brannsar ved gjennom immunsvekkede betingede 
opportunist iske infeksjoner og ved leukemi. For forskjellige 
terapiformer er det tanskverdig a utvikle mere aktive, men 
ogsa mindre aktive former av G-CSF. Gjenstand for fore- 
liggende oppflnnelse var dermed a utvikle gjennom malrettet 
innf^ring av punktmutasjoner , G-CSF -molekyler med et bredt 
aktivitetsspektrum. Denne aktivitetsendringen skal bli 
oppnadd gjennom minst mulig endring av aminosyresekvensen . 

Gjenstand ifalge oppfinnelsen blir last gjennom en granulo- 
cyttstimulerende faktor (G-CSF) eller en G-CSF-variant , der 
en eller flere av aminosyrene til sekvensen Leu-Gly-His-Ser- 
Leu-Gly-Ile i posisjon 50 til 56 av moden G-CSF er mutert med 
174 aminosyrer hhv. i posisjon 53 til 59 av moden G-CSF med 
177 aminosyrer eller/og minst en av 4 His-rester i posisjon 
43, 79, 156 og 170 av moden G-CSF med 174 aminosyrer hhv. i 
posisjon 46, 82, 159 eller 173 av moden G-CSF med 177 
aminosyrer. 



Overraskende farer innfcring av nye aminosyrer til G-CSF - 
mut in r som har t bredt aktivitetssp ktrum. Aktivitsbe- 
stemm lsen kan eksempelvis forega ifolge Biochem. J. 253 
(1988) 213-218; Exp. Hematol . 17 (1989) 116-119; Proc . Natl. 
Acad. Sci. USA 83 (1986) 5010. 

Begrepet G-CSF eller G-CSF-varianter ifelge foreliggende 
oppfinnelse innbefatter alle naturlig forekommende varianter 
av G-CSF med eller uten ledersekvens , samt avledet derfra, 
gjennom rekombinant DNA-teknologi f modifiserte G-CSF- 
proteiner, spesielt fusjonsproteiner , som ved slden av G-CSF- 
andelen inneholder ytterligere polypeptidsekvenser . Spesielt 
foretrukket er 1 dette henseende et G-CSF-nmtein med en N- 
terminal Met-rest i posisjon -1, som for ekspresjon er egnet 
i prokaryotiske celler. Like foretrukket er en rekombinant 
metioninfri G-CSF-variant som kan bli fremstilt ifalge 
PCT/EP91/00192. Begrepet "mutert" betyr at gjeldende 
aminosyre er deletert eller fortrinnsvis substituert med en 
annen aminosyre. 

Foretrukket er G-CSF -mute iner der en av de 7 aminosyrene fra 
sekvensen Leu-Gly-His-Ser-Leu-Gly-Ile er substituert med en 
annen aminosyre. Mere enn en, spesielt to aminosyrer kan bli 
utvekslet. 

Spesielt foretrukket er et G-CSF-autein der C-resten i 
posisjon 53 av moden G-CSF med 174 aminosyrer, hhv. i 
posisjon 56 av moden G-CSF med 177 aminosyrer er utvekslet 
med §n av de 19 andre aminosyrene. 

Spesielt foretrukket er det a substituere Leu-resten i 
posisjon 54 av moden G-CSF med 174 aminosyrer, hhv. i 
posisjon 57 av moden G-SCF med 177 aminosyrer med §n av de 19 
andre aminosyrene, spesielt med Thr. Derved oppnar man G-CSF- 
muteiner med en bred variasjon pa G-CSF-aktiviteten. 
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Videre foretrukk t er G-CSF-mutein r d r §n av 4 His-restene 
i posisjon 43, 79, 156 ell r 170 av moden G-CSF med 174 
aminosyrer hhv. i posisjon 46, 82, 159 eller 173 av moden G- 
CSF m d 177 aminosyrer er utv ksl t med en annen aminosyre, 
spesielt Gin. 

En gjenstand Ifalge oppflnnelsen er videre et rekombinant DNA 
som koder for et G-CSF-mutein lfelge oppflnnelsen. En 
gjenstand ifclge oppflnnelsen er ogsa en rekombinant vektor 
som minst lnneholder en kopl av rekombinant DNA lfolge 
oppflnnelsen. Foretrukket er en rekombinant vektor som er 
egnet for genekspresjon i prokaryotiske celler. Vektorer av 
denne typen er kjent for fagfolk. 

En gjenstand ifalge oppflnnelsen er videre en celle som er 
transformert med et ifalge oppflnnelsen rekombinant DNA 
eller/og en ifalge oppflnnelsen rekombinant vektor. For- 
trinnsvis er denne cellen en prokaryotisk celle, spesielt 
foretrukket E. coli-celle. 

En gjenstand ifeslge oppfinnelsen er ogsa en f remgangsmate for 
fremstilling av et if0lge oppfinnelsen rekombinant DNA, der 
man stedsspeslf ikt mutagenlserer en DNA-sekvens som koder for 
G-CSF eller en G-CSF-variant . Den vanlige molekylaerbiologiske 
fremgangsmaten for stedsspeslf ikk mutagenese er kjent for 
fagfolk. Fortrinnsvis blir mutagenesen gjennomfart under 
anvendelse av syntetiske oligonukleotider som mutagenese- 
primer pa enkelttradet DNA som matrise. Vanlige fremgangs- 
mater er f.eks. beskrevet i Amersham nr. 1523 "Oligonucleo- 
tide-dlrected in vitro mutagenesis system"; Methods in 
Enzymology (Academic Press, Inc.) Vol. 154, Part E, 367-382 
(1987); Analytical Biochemistry 179 (1989) 309-311. 

En ytterllgere g3 en stand ifolge oppfinnelsen er en f remgangs- 
mate for isolering av et G-CSF-mutein ifelge oppfinnelsen, 
der man transformerer en celle med et ifalge oppfinnelsen 
r kombinant DNA ller/og en ifalge oppfinnelsen rekombinant 
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vektor, dyrke d n transformerte cellen i et egnet medium og 
isol rer proteinet fra cellen eller medlet. De vanligvis 
anvendte f remgangsmatene innen molekylaerbiologien for 
isol ring av rekombinant proteiner fra eukaryote eller 
5 prokaryote celler er kjent for fagmannen, og trenger ikke a 
bli beskrevet i detalj . 

En gjenstand ifolge oppfinnelsen er til slutt ogsa et 
legemiddel pa grunnlag av et iffllge oppfinnelsen G-CSF-mutein 

, 0 som virkestoff, eventuelt sammen med vanlige farmasaytiske 
barer-, fyll- og hjelpestoffer . Et slikt legemiddel er 
spesielt egnet for overnevnte terapeutiske anvendelsesom- 
rader, men ogsa for ytterligere terapeutiske f remgangsmater , 
der dannelsen av neurotrofile gramilocytter skal bli 

, 5 aktivert. 

Folgende eksempler skal tydeliggjore oppfinnelsen, men ikke 
innskrenke omfanget derav. 

20 

EKSEMPEL 1 
Fremstilling av vektoren mgl-G-CSF-Bg 

.25 

Fra vektor pKK 177-3 G-CSF-Bg (DSM 5867) blir det 554 bp 
lange EcoRI/BamHI-fragmentet med Shine-Dalgarno-sekvensen , 
ATG-kodon og den kodende sekvensen til G-CSF-genet klonet ved 
hjelp av en bydt-endet legering i Ncol-spaltningsstedet til 
30 vektoren pPZ 07-mgl lac (W088/09373, figur 10). Gjennom 
inkubasjon med Mung-bcjnne-nuklease (Pharmacia) blir f#rst 
ATG-startkodonet til lac Z-genet til denne vektoren, som 
etter Ncol-spaltnlng er overhengende enkelttrad, spaltet. Den 
resulterende vektoren blir betegnet mgl-G-CSF-Bg. 

35 



EKSEMPEL 2 



Mutagen av amlnosvre Leu (X) 1 sekvensen Gly-Hls-Ser-Leu- 
Gl y-Ile 

Mutagenesen blir gjennomfcjrt ifolge den kjente teknikken ved 
M13-templat (Amersham nr. 1523 "Oligonukleotid-directed in 
vitro mutagenesis system"). 

I spaltningsstede BstXI/Aatll blir et 251 bp langt G-CSF- 
cDNA-fragment isolert. Gjennom Mungbonne-nuklease (Pharmacia) 
blir den overhengende enkelttraden avspaltet og fragmentet 
klonet inn i vektor M13mpl9, som var spaltet med EcoRI/Smal. 
Den overhengende EcoRI-enden ble ifylt for en buttendet 
kloning. Etter preparer ing av enkelttradet DNA blir oligonuk- 
leotidet hybridisert pa enkelttradet DNA og en forlenging 2 
5 »_»3 '-retningen over oligonukleotidet under foranvendelse av 
Klenow-polymerase, llgase og de fire nukleotidtrifosfatene 
( GTP , CTP, TTP , ATP). Det na dobbelttradete DNA blir 
transformert i E. coli-celler som baerer en F'-episom, slik at 
infeksjonen er mullg med filamentase M13-fag (f.eks. JM101, 
oppnaellg fra Stratagene, LaJolla, California). Enkelt- 
plaques blir plukket, og de deri inneholdende muterte M13-fag 
blir an vend t for preparer ing av enkelttradet DNA. If<alge 
kjente teknikker (f.eks. dideoksyfremgangsmaten til Sanger) 
blir en DNA-sekvensering gjennomfart , og dermed blir den 
noyaktige utvekslingen til onsket mutasjon undersakt. Etter 
preparer ing av dobbelt-tradet-DNA, blir det muterte Aval- 
fragmentet til G-CSF isolert og kolonet inn i ekspresjons- 
vektor mgl-G-CSF-Bg (spaltet med Aval). 

For a rekonstltuere det fullstendlge G-CSF -genet blir DNA til 
slutt spaltet med Eindlll, overhengende ende ifylt med 
Klenov-polymerase og deretter delvls spaltet med Aval, slik 
at 5*AvaI-stedet i G-CSF-genet (ved ca. 130 bp) ikke blir 
spaltet. Dette DNA blir llgert med 240 bp store G-CSF- 
fragmentet Aval/BamHI (BamHI-setet ifylt med Kl enow-polymer- 



ase) fra utgangsvektor mgl-G-CSF-Bg. Etter transformasjon i 
E. coll JM83 foregar ekspr sjon av G-CSF som beskr v t i 
W088/09373. 

Anvendt cDNA oppviser en sekvens som koder for en G-CSF med 
175 aminosyrer (uten s ignal sekvens , men med Met-resten i 
posisjon -1), slik at den foretrukne mutasjonen i Leu i 
posisjon 54 til G-CSF aminosyresekvensen (herved er den K- 
terminale Met-resten ikke innbefattet) blir satt. 

Sekvensen til G-CSF-kodende cDNA som koder for amlnosyrene SO 
til 56 (med hensyn pa G-CSF med 174 aminosyrer), lyder: 

(X) 

Leu-Gly-His-Ser-Leu-Gly-Ile 
5'-CTC GGA CAC TCT CTG GGG ATC-3' 

Den tilsvarende til mutagen! serende komplementaere motsatte 
trad er: 

5* -GAT GCC CAG AGA GTG TCC GAG -3 ' 

Folgende 19 motsatte trdd tilsvarende oligonukleotider blir 
anvendt for rettet mutagenese: 
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Vi 11 type: 

9V 5 '-3 GAT GCC £A£ AGA GTG TCC/ GAG 3 

M t 

1. 5' GAT GCC CAT AGA GTG TCC GAG 3 

Phe 

2 . 5 ' GAT GCC GAA AGA GTG TCC GAG 3 

Gin 

3. 5' GAT GCC CTG AGA GTG TCC GAG 3 

Glu 

4. 5' GAT GCC CTC AGA GTG TCC GAG 3 

Asp 

5. 5' GAT GCC GTC AGA GTG TCC GAG 3 

Cys 

6. 5' GAT GCC GCA AGA GTG TCC GAG 3 

Ala 

7. 5' GAT GCC GGC AGA GTG TCC GAG 3 

Gly 

8. 5' GAT GCC AGG AGA GTG TCC GAG 3 

His 

9. 5' GAT GCC GTG AGA GTG TCC GAG 3 

lie 

10. 5' GAT GCC GAT AGA GTG TCC GAG 3 

Lys 

11. 5' GAT GCC CTT AGA GTG TCC GAG 3 



Tyr 

12. 5' GAT GCC ATA AGA GTG TCC GAG 3' 

Asn 

13. 5' GAT GCC GTT AGA GTG TCC GAG 3' 

Pro 

14. 5' GAT GCC GGG AGA GTG TCC GAG 3' 

Arg 

15. 5' GAT GCC GCG AGA GTG TCC GAG 3' 

Ser 

16. 5 ' GAT GCC GGA AGA GTG TCC GAG 3 ' 

Thr 

17. 5' GAT GCC GGT AGA GTG TCC GAG 3' 

Val 

18. 5* GAT GCC GAC AGA GTG TCC GAG 3' 

Trp 

19. 5* GAT GCC CCA AGA GTG TCC GAG 3' 



EKSEMPEL 3 

Fremstllllng av en G-CSF med forandret aktlvltet 

En sammenlignet med vl 11 type enzymatisk mere aktiv G-CSF kan 
gjennom utveksling av serin i poslBjon 53 bll fremstllt til 
en treonin 1 poslsjon 53 av G-CSF med 174 aminosyrer (Serin 
Ifelge Gly-Hls-Ser-Leu-Gly). For mutagene ble folgende 
dobbelttradete ollgonukleotld anvendt: 
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His TJj£ Leu Gly lie 

5» CCC GAG GAG CFG GTG CTG CTC GGA CAC ACC CTG GQC ATC OOC TOG OCT COC CTG AQC 3' 
3' C CTC GAC CAC GAC GAG OCT GTG TOG GAC COG TAG GGG ACC CGA GGG GAC 5' 

For klonlngen ble G-CSF-cDNA-f ragmentet (ca. 300 bp, 
EcoRI/EcoRV) fra Vektor pKK 177-3 G-CSF-Bg (DSM 5867/ inn 1 
EcoRI/Smal-spaltningssetet til vektoren pUC19 ( Yannish-Perron 
et al. (1985), Gen 33, 103. 

Dette DNA blir spaltet med Aval/SacI og direkte ligert m d 
overnevnte primer-par lfalge vanllg teknlkk. Fra denne 
konstruksjonen kan det muterte BstlX/SacI-f ragmentet bit 
lsolert og klonet Inn 1 vektor pKK 177-3 G-CSF-Bg (DSM 5867) 
(spaltet med BstXI/SacI). Den avsluttende fremstllllngen av 
ekspresjonsklonen foregar analogt med eksempel 1. Aktivltets- 
bestemmelsen foregar som beskrevet i eksempel 5. 



20 

EKSEMPEL 4 

Forandrlng av de enzvmatlske egenskaoene til G-CSF g.lennom 
mutas.lon av aminosvrer som lkke llgger 1 aktlvt sentrum. 

25 

Det blir antatt analogt med kjente serlnesteraser at serinet 
fra det aktive sentrum med hlstidin inngar en vekselvirkning 
for dannelse av en enzymatisk aktivitet. I sekvensen til G- 
CSF er fire hsitidiner tilstede i posisjon 43, 79, 156 og 170 
50 (tellet fra 174 A.S. sekvensen uten signalpeptid ) . Histidin- 
resten i poslsjon 52 (hhv. posisjon 55 i den 177 aminosyre 
lange formen) blir ved mutagenesen ikke pavirket. Her blir 
His (CCA, CTA) erstattet med Gin (CAG). Pa motsatte trad 
tilsvarer det for Gln-kodende kodonet sekvensen CTG. 

55 

Som beskrevet i eksempel 1, blir et G-CSF-f ragment subklonet 
i M13mpl9. 
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Folg'nde motsatt trad tilsvarende oligonukleotlder blir 
anvendt for mutagen se: 

1. 5 ' GCT CCT GGG CTC GCA CAG C 3' 
Histldln 43 til glutamln 43 

2. 5 ' GAA AAG GCC GCT CJ_G GAG TTG GCT C 3' 
Histldln 79 til glutamln 79 

3. 5' GCT CTG CAG CTG GCC TAG CAA CC 3' 
Histldln 156 til glutamln 156 

4. 5* GGG CTG CGC AAG CTG GCG TAG AAC G 3' 

Analytlkken og rekloningen 1 en ekspresjonsvektor foregar 
analogt med eksempel 1. 



EKSEMPEL 5 

Bestemmelse av aktiviteten til G-CSF 

Aktiviteten til G-CSF blir testet med murin leukjemilinjen 
NSF60, som er fullstendlg G-CSF-avhenig, som beskrevet 1 
Biochem. J. 253 (1988) 213-218, Exp. Hematol . 17 (1989) 116- 
119, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986) 5010. For at 
faktoravhengigheten til cellen blir beholdt, inneholder 
mediet (RPMI Medium, Boehringer Mannheim GmbH, Best. nr. 
2099445 med 10# fetalt kalveserum) opprettholdelseskulturen 
permanent 1000 U/ml G-CSF. 

I denne testen blir den G-CSF-stimulerende proliferasjonen av 
NSF60-cellen malt gjennom innlelring av 3 H-tymidin. GJen- 
nomfaringen av testen foregar slik: 
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NSF60-celler som bef Inner seg 1 den eksponenslell vekstfasen 
(cell t tthet maksimalt lxlO 5 celler/ml) blir overfart l 
mikrotlt rplater (lxlO 4 cell r/Loch) og dyrket m d r duser- 
ende G-CSF-konsentrasjon . Den maksimale dosen av G-CSF 1 Loch 
1 tilsvarer konsentrasjonen i oppholdelseskulturen (1000 
U/ml, speslflkk aktlvitet lxlO 8 U/mg protein). Fortynnlngen 
foregar 1 tltall. 

Etter inkubasjon i omtrent 24 timer foregar tilsetning av 
3 H-tymidin (0,1 pCi/Loch). Deretter bllr cellene inkubert i 
ytterligere 16 timer. 

For vurdering av testen ble cellene frosset inn i mikrotlter- 
platen, slik at disse lyseres. Celle-lysatet ble suget p& et 
glassfiberf liter , spylt, t<arket og malt i scintillasjons- 
teller. Innleiring av 3 H-tymidin er proporsjonal med G-CSF- 
induserende proliferasjon av NSF60-celler . 



EKSEMPEL 6 

Endrine av G-CSF-aktlviteten giennom amlnosvreutveksling i 
aktivt sentrum 

En i aminosyreposisjon 54 modlflsert G-CSF kan bli fremstilt 
gjennom utveksling av fortrinnsvis en leucin i posisjon 54 
til en treonin i posisjon 54 (Leu ifalge Gly-His-Ser-Leu-Gly ) 
tilsvarende den i eksempel 3 beskrevne fremgangsmaten under 
anvendelse av et egnet dobbelttradet oligonukleotid som 
inneholder pa tilsvarende posisjon en for amlnosyre Thr 
kodende nukleinsyretriplett (f.eks. ACC). Posisjon 54 ved den 
174 amlnosyre lange formen av G-CSF tilsvarer der posisjonen 
57 i den 177 amlnosyre lange formen. 

Aktiviteten til en mutant med 174 amlnosyrer med Thr i 
posisjon 54, er i NSF60 celletest (se eksempel 5) sammen- 



lignet med villtype G-CSF, r dusert med 174 amlnosyrer . 
Aktlvlt ten til disse G-CSF-mutantene er videre samm nllgnet 
med en G-CSF-mutant med en aminosyre-utveksling 1 posisjon 53 
redusert fra en serin til en treonln (beskrev t under 
eksempel 3). 
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Pat n t k r a v 

1. 

Granulocytt-stinml rende faktor (G-CSF) ell r G-CSF-varian- 
ter, karakterlsert ved at en eller flere 
amlnosyrer av sekvensen 
?| » £ * 5> - Si 

Leu-Gly-His-Ser-Leu-Giy-Ile er mutert 1 poslsjon 50 til 56 
av moden G-CSF med 174 amlnosyrer hhv. 1 posisjon S3 til 59 
av moden G-CSF med 177 amlnosyrer eller/og mlnst in av de 4 
His-restene 1 posisjon 43, 79, 156 eller 170 av moden G-CSF 
med 174 amionosyrer hhv. 1 posisjon 46, 82, 159 eller 173 av 
moden G-CSF med 177 amlnosyrer. 

2. 

G-CSF -muteln ifalge krav 1, karakterlsert 
ved at det inneholder 1 posisjon -1 en ^-terminal Met- 
rest . 

3. 

G-CSF -muteln ifelge krav 1 eller 2, karakterl- 
sert ved at en amlnosyre av sekvensen 
Leu-Gly-Hls-Ser-Leu-Gly-Ile er substituert med en annen 
amlnosyre. 

4. 

G-CSF-mutein ifolge et av kravene 1 til 3, karak- 
terlsert ved at Ser-resten 1 posisjon 53 til 
moden G-CSF med 174 amlnosyrer hhv. 1 posisjon 56 av moden G- 
CSF med 177 amolnosyrer, er substituert med en annen 
amlnosyre. 

5. 

G-CSF -muteln ifalge krav 4, karakterlsert 
ved at den andre aminosyren er Thr. 
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13. 

Celle, karakterisert ved at den er 

transformert m d et rekombinant DNA Ifolge krav 10 eller/og 
en rekombinant vektor Ifcslg krav 11 eller 12. 

14. 

Celle lf0lge krav 13, karakterisert ved 
at den er en prokaryot celle. 

15. 

Fremgangsmate for fremstllling av rekombinant DNA iffllge krav 
10, karakterisert ved at man stedsspesl- 
flkt mutageniserer en DNA-sekvens som koder for G-CSF eller 
en G-CSF- variant . 

16. 

Fremgangsmate ife>lge krav 15, karakterisert 
ved at man anvender syntetiske oligomikleotider som 

mutagenese -primer. 

17. 

Fremgangsmate for isolering av et protein med G-CSF-aktivitet 
ifejlge et av kravene 1 til 9, karakterisert 
ved at man transformerer en celle med et rekombinant DNA 
if0lge krav 10 eller/og en rekombinant vektor iftflge krav 11 
eller 12, dyrker den transformerte cellen i et egnet medium 
og isolerer proteinet fra cellen eller mediet. 

18. 

Legemiddel , karakterisert ved at det 

innebolder en eller flere G-CSF-muteiner iftflge et av kravene 
1 til 9 som virkestoff, eventuelt sammen med vanlige 
farmasoytiske baerer-, fyll- og hjelpestoffer. 
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Anvendelse av et G-CSF-mutein ifclge et av kravene 1 til 9 
for immunterapi. 
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